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Verfahrcn zur Beschichtung von Oberflachen mil Biomolekulen 
und anderen Rezeptormolekiilen 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung beschreibi eine neuanige Immobilisieningstechnik. mit der DNS, 
Antik5rper, Andgene, Enzyme, Hormone oder anderc Peptide kovalent oder nicht kovalent 
an ein - minels der Langmuir-Blodgen-Technik auf ein festes hydrophobisiertes Substrat 
iibertragenes - nicht amphiphiles Photopolymer gebunden werden konnen. Die so dargescell- 
ten Schichten konnen als MeQsonden fiir Fesiphasensensoren eingesetzt werden und somit 
beispielsweise zum quantitativen Nachweis von Biomolekiilen, Pestiziden oder sonsdger 
Analyte dienen. 

Zum Nachweis biologischer Substanzen gibt es zahlreiche Methoden, von dencn die Immu- 
noassays in der klinischen Chemie die grofite Bedeumng eriangi haben. das Prinzip rum 
Nachweis von Hormonen, Antik8q)eni oder anderen Proteinen beruht darauf, daB ein an eine 
Festphase adsorbiertes Rezeptonnolekiil spezifisch mit den zu bestimmenden Spezies rea- 
gierL Durch den Einsatz einer Mariderungstechnik (Ruoreszenzfarbstoff, radioakdve oder 
enzymatische Markierung) geiingt die quandtadve Bestimmung des Analyten iiber eine Eich- 
messung [T. Porstraann and S. Kiessig, Journal of Immunological Methods, 150(1992)5], Ein 
Nachteil der Immunoassays ist der hohe Zeitaufwand, da bei der Durchfiihrung der einzelnen 
Schritte Inkubadonszeiten von jeweils bis zu einer Stunde eingehalten werden miissen. 

Deshalb ist es in der Praxis von Vorteil eine Meflsonde einzusetzen, welche das Rezeptonno- 
lekiil (Andkfirper, Pepdd u.s.w.) bereits in immobilisierter Fonn enthalt, so dafi die Anzahl 
der Praparadonsschritte eines Immunoassays flir den klinischen Gebrauch veningert wiri 
Verschiedene Meihoden der Immobilisierung von Proteinen sind daher in der Vergangenheit 
entwickelt worden. Einen (Jberblick findet man bei H. Weemll [H. WetaD, M. Lynn " ira- 
mob. enzymes, andbodies, cells and pepddes, preparadon and charakierisadon", M. Dekkar, 
Inc., New York, (1975) 497]. Die Immobilisierung erfolgt demgemafl meist uber die Reak- 
don einer Aminogruppe des Biomolekiils mit einer Oxofunkdon eines Stoffes, der als Ver- 
bindungsglied zwischen Oberflache und zu immobilisierendem Molekiil dient Die bedeu- 
tendste Methode stellt hierbei die Silan-Gluiaraldehydmethode dar, bei der ein Silan kovalent 
auf ein zuvor hinsichtlich seiner Hydroxylgruppen akdvienes festes Substrat fixiea wird. Als 
Bindeglied zwischen Silanfilm und zu immobilisierendem Biomolekiil dient daim Glutaralde- 
hyd. Ein Nachteil herkommlicher Immobilisierungstechniken liegt in der mSglichen Bil- 
dung inhoraogener globularer Oberflachenstrukmren [S. Seeger, K. Bierbaum, R. Dahint, C. 
L. Feng, M, Mantar, and M. Grunze: Synthetic Microstructures in Biological Research, JM, 
Schnur, M. Peckerar (Hrs.), Plenum Press New York, 53-66, 1992]. 

Diesen Nachteil vermeidet die Langrauir-Blodgett (LB)-Technik, mit der man ultradiinne ho- 
mogene Filme defmierter Schichtdicke auf ein festes Substrat iibertragen kann. Auf oder in 
diesen Filmen lassen sich dann - evenmell nach einer speziellen Akdvierungsreakdon - Bio- 
molekule imraobilisieren. Einen Uberblick iiber LB-Filme und deren Einsatzbereich in der 
Biosensorik liefen W. M. Reichert [W.M. Reicheru C. J. Bruckner and J. Joseph, Thin Solid 
Films. 152 (1987) 345]. Der Hauptvorteil der LB-Technik liegt in der Moglichkeii, eine ge- 
wiinschie Anzahl Monolagen auf das Substtat zu iibertragen und durch das Flacheniibertra- 
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gungsvedialmis die Giite des Filmtransters direki beim Obenrae zn \connroIlipren. Verwendei 
man dann nur die beschichteten Substrate, bei denen der Filmiibettrag volkiandig isu so er- 
hait man eine hohe Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse bei der Durchfiihrung der 
restlichen Schritte eines Immunoassays. Wendet man die LB-Technik auf Stab-Haar-artige 
Polymere an, so gelingt der Transfer ultradunner Schichten mit molekular orientiertem Auf- 
bau [E. Orthmann and G. Wegner, Angew. Chemie 98 (1986) 1114]. En Beispiel hierfiir 
stellen Polyglutamate mit flexiblen Seitenketten dar, welche befahigt sind, GastmolekQle in 
der flOssigen Seitenkettenmatiix aufzunehmen [G. Duda and G. Wegner, Makromol. Chem. 
Rapid Commun.. 9 (1989 495)]. 

Ein weiterer Nachieil aller bisher geschilderter Methoden ist die fehlende definierte Orieniie- 
rung der immobilisierten Biomolekiile. Im Falle von immobilisiertem Immunglobulin G ist 
die Anzahl aktiver Bindungssiellen deudich geringer als die gesamie Menge an immobilisier- 
ten IgG, da ofimals die Antikorperbindungssiellen durch eine ungOnstige Orienuerung 
blockiert sind. Dies auBert sich vor ailem in der verringerten Empfindlichkeit eines potentiel- 
len Immunosensors. 

Daher sind mehrere Methoden entwickelt worden imi Proteine in gezieiter Orientiening hin- 
sichtiich der Substratoberflache zu immobilisieren. V. Turko et aL beschreiben die Stabilisie- 
rung einer Vorzugsrichtung von IgG auf einem LB-Trog mit Protein A [L V. Turko, S. Yur- 
kevich and V. L. Chashchin, Thin Solid Films. 210 (1992) 710]. AuBerdem kann man mit der 
Fromherzmethode ein Protein vom LB-Trog durch Waagerechtes Abstreifen in definiener 
Oriencierang auf ein festes Substrat iibenragen [T. Nakagawa and M. Kakimoto, T. Miwa 
and M. Aizawa, Thin Solid Films, 202 (1991) 151], Obwohl durch diese Methodik Biomole- 
kiile in hoher Belegungsdichte und definiener Orientierung iibertragen werden, ist die prakti- 
sche Anwendbarkeit daduirch begrenzt^ daB die so dargestellten Bioschichten aufgrund feh- 
lender chemischer Bindung zum LB-Film eine schlechte Langzeitstabilitat aufweisen. Beim 
Aufbewahren in Pufferlosvmg losen sich die lediglich physikalisch adsorbierten Biomolekiile 
ab, beim Aufbewahren an Luft erfolgi schon nach kurzer Zeit eine Inaktivierung durch Dena- 
turiemng der Proteinstruktur. 

Daher wurde bereits nach Moglichkeiten geforscht, Antikorper, Enzyme oder andere Proteine 
kovalent an den LB-Film zu binden und so eine Stabilitatserhohung zu erreichen. So verof- 
fentlichte H. Gaub die orientiene Bildung einer Monolage eines F^-Fragmenis, das kova- 
lent an ein Phospholipid gebunden ist [M. Egger, S. P. Heyn and tt E, Gaub, Biophys. J., 
Vol. 57 (1990) 669]. Die Haltbarkeit derartig immobilisierter Biommolekiile ist jedoch da- 
durch begrenzt, daB sich die nicht vemetzten Phospholipidfilme bei Lagerung in Pufferio- 
sung mitsamt der immobilisierten Bioschicht vom Substrat ablOsen. 

Ein Haupmachteil bisheriger Immobilisieningsmethoden liegt demnach in der mangelhaften 
Langzeitstabilitat der Bioschichten, welche auf LB-Filmen immobilisiert wurden. 

Die vorliegende Erfindung beirifft ein neues Immobilisierungskonzept mit dem Biomolekiile 
(Antikorper, Antigenc, Enzyme, DNS, Hormone u-a.) kovalent an eine quervemeizbaie nicht 
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araphiphile LB-FUmsubsmnz gebunden werden konnen. Ein nirht amphiphiler polymerisier- 
barer LB-Film wird - entweder vor una/oder nach dem LB-Transier auf das speziell vorbe- 
handelte Substrat - quervemetzt und danach hinsichdich Bioraolekiil bindender Funktionen 
akdvieru falls dies nicht schon in einem vorangehenden Schrin geschehen isi, oder Biomole- 
kiU bindende Funktionen bereits in der urspriinglichen Filmsubstanz vorhanden sind, Dieser 
Akdvierungsschritt enrfSllt auch dann, falls das Biomolekiil/rusammen mil der Filmsubstanz 
auf dem Trog aufgespreitet wurde, so dafl es in die Matrix des Photopolymers eingebaut 
wird, Ansonsten wird das Biomolekul nach einer weiteren evenmellen Vemetzungsperiode 
immobilisiert, indem es entweder Uber die LB-Technik auf das Substrat ubertragen wird und 
danach automatisch mit der Filmsubstanz reagien oder das Substrat in einer Losung des Bio- 
molekiils inkubiert, Es konnen auch mehrere LB-Filmsubstanzen und/oder mehrere Biomole- 
kiile kombiniert eingesetzt werden. 

Demgemafi besteht die vorliegende Erfindung aus einer neuen Immobilisierungsmethode fur 
Biomolekiile, welche folgendermaBen aufgebaui isc 

a) Ubertrag einer oder mehrerer Monolagen einer zwei- oder dreidimensional photoche- 
misch vemeabaxen Filmsubstanz auf ein Substrat. Es konnen auch verschiedene LB- 
Filmsubsianzen kombiniert eingesetzt werden. Mindestens eine der beteiligten LB-Sub- 
stanzen ist dabei photochemisch vemetzbar und nicht amphiphiler Natur^ oder aber eine 
nicht amphiphile Substanz wird erst in Kombinadon mil den resilichen LB-Filmsubstan- 
zen Oder durch Zusatz gewisser Sensibilisatoren photochemisch vemetzbar gemachL 
Die Vemeizung der LB-Filme erfolgt entweder vor und/oder nach dem Filmiiberirag und 
entweder vor imd/oder nach dem Einbau bzw. der Immobilisierang der Biomolekiile. 

b) Einbau der zu immobilisierenden Rezepior-Biomolekiile oder Panikel (Antikorper, 
Anrikorperfragmente, Enzyme, Hormone, Antigene, DNS, ZeDen, Viren, Peptide, 
ionenselektive Krononether u. a.) in die Polymermatrix entweder vor dem Filmiibertrag 
. durch Cospreiien mit der Filmsubstanz und gemeinsamera Aufzug des Substrais. oder 
durch Immobilisierung auf der Biomolekiil bindende Funktionen enthaltenden Filmsubs- 
tanz nach dem Obenrag. 

c) Eine evenmell notwendige Aktiviening der Filmsubstanz zur Darstellung Biomolekul 
bindender Funktionen kaim mit einem wiedervenvertbaren Oxidationsreagens in einer 
heterogenen Reaktion vom Lemieux Typ erfolgen, so dafl olefinische Doppelbindungen 
in Oxofunktionen iiberfuhrt werden. 

d) Die Immobilisierung des Biomolekiiis kann - wenn nicht schon durch Cospreiien mil der 
Filmsubstanz geschehen - auf kovalente Weise dadurch erfolgen, dafl die Biomolekiile 
entweder per LB Technik oder durch Inkubieren in einer Losung der Biomolekiile iiber 
iragen werden. Es k5nnen auch verschiedene Biorezeptoren unierschiedlicher Spezifitai 
auf ein und dasselbe Substrat immobilisien werden. 
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Die Immobilisierung von biologischen Rezepiormobkiilen aut' anpniphilea )AS pyjnen zur 
Entwickiung eines optischen Biosensors, der aut der Basis des Huoreszenz-Energietransfers 
benihu wurde von Hugl und Mitarbeitem beschrieben [H. Hugl et al., Deuisches Patentamt: 
DE 4013713]: Im Unterschied dazu beschrcibt die vorliegende Erfindung die Immobilisie- 

* rung von Biomoiekulen auf nicAr-amphiphilen LB Filmen, die auf ein hydrophobes Subscrat 

aufgezogen werden. Aufgnmd des "Stab-Haar-Konzepts" neigen soiche LB Filme nicht zur 

k DomMnenbildung, wie dies bei amphiphilen Hlmen der Fall ist [E. Orthmann, G. Wegner, 

Angew. Chem., 9S (1986) 1114]. Daher haben die nach der voriiegenden Erfindung herge- 
stellten Filmoberfiachen einen homogeneren Aufbau. Auch nach der photochemiscben Ver- 
netzung bieibt dieser bis in moielcularen Dimensionen erhalten. Ais trager (Substrata) kom- 
men alle bekannten Materialien in Frage, welche fiir nicht amphiphile Filmsubstanzen gei- 
gnet sind, wie z. B. hydrophobisiertes Glas, C^axzglas, Lithiunuiiobat, Silicium (u. a. Metal- 
le), hydrophobe Kunststoffe, Folien, Membrane oder sonsdges hydrophobes Material. 
Auch hydrophobisierte ZShne, Knochen, Teile von Organimplantaten konnen in Frage kom- 
men. AuBerdem eignen sich hydrophobisierte Fasem aus Glas, Kunststoff u.s.w.. Zusatzlich 
zu einer eventuell notwendigen Hydrophobisierung nicht hydrophober Substrate, konnen 
diese vorher hinsichtlich hydrophiler Gruppen akrivien werden. Beispielsweise werden hy- 
drophile Hydroxygruppen durch Wasserstoffjperoxid und Salzsauie aktiviert. Ein hieifur gei- 
gnetes Hydrophobisierungsreagens ist Dimethyldichlorosilan. 

Als Fihnsubstanzen eignen sich eindimensionale verkniipfte Polymere, welche die Eigen- 
schaft haben, photochemisch vemetzbar zu sein. Bevorzugt eingesetzt werden hierbei nicht 
amphiphile LB-Filme, da sie als Stab-Haar-Polymere die M5glichkeit der molekulaien 
Orientierung implizieren, und so LB-Filme gezielter Aichitektur auf das Substrat iibeitragen 
werden konnen [G. Wegner, Thin Solid Films, 216 (1992) 105-1 16]. Ein Beispiel hierfiir ist 
ein mit Alkylketten substituiertes Phtalocyaninatopolysiloxan-Derivat [E. Orthmann, G. 




n 
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Wegner, Angew. Chem., 98 (198t) \ l )A] mil tenninaJen oiefinischen Doppelhiiidungen: 
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Ein weitere Klasse nicht amphiphiler Filmpolymere stellen Polyglutamate [G. Duda. A. J. 
Schouten. T. Amdt, G. Lieser. G. F. Schmidt. C. Bubeck and G. Wegner, Thin Solid Films. 
159 (1988) 221] dar. welche ebenfalls Stab-Haar-Polymere bilden: 




AuQerdem kommen die gleichen Substanzklassen in Frage, wenn sie anstelle der olefini- 
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schen Endgnippen anderc phoiocMemi5ch quervemetzbare Gruppen enthalten, wit z.B. Car- 
bonyl-. Thionyl-, Imingruppen oder auch Kuhlenstoffdreiiachbindungen, Aufleidern mufl 
sich die vemetzbare Gruppe nicht unbedingi am Ende der Alkylseiienketten befinden. Sie 
kann sicb auch an einer anderen Stelle befinden. Neben nicht amphiphilen Filmen, lassen 
sich auch solche amphiphiler Natur, wie zum Beispiel Fettsauremolekiile mic vemetzbarcn 
olefinischen Doppelbindungen venvenden [J, P. K, Peltonen, H. Pingsheng and I B. Rosen- 
holm, Thin SoUd Films. 210/211 (1992) 372]: 



Allerdings ISBt sich auf diese Art and Weise keine gezielte Molekiilarchitektur gemaB dem 
Siab-Haar-Konzept betreiben. 

Weitere einsetzbare Filme sind Cyclodextrine. Polysaccharidfilme, Polysiloxanfilme u. a. . 
welche alle mit Alkylseitenkenen substituien sind und an diesen Subsdmenten tragen, wel- 
che sie polymerisierbar machen. 

Die zur Kombination mit den bisher besprochenen LB-Filmsubstanzen geigneten Substan- 
zen sind entweder selbsi derardge Filmsubstanzen, oder aber sie fiingieren als Sensibilisato- 
rcn, die das fur die photochemiscfae Vemetzung notwendige Licht absorbieren und auf die 
vemetzbare Filmsubstanz iibertragen. Hierbei kann der Sensibilisator auch selbst vemetzbar 
sein, Eine geignete Kombination stellt zum Beispiel Copolygluiamat und Peps dar. Copoly- 
glutamat ist mangels Lichi absorbierender Gnippen nicht vemetzbar, laBt sich jedoch unter 
Anwesenheit von Peps bei 254 nm oder anderer Sensibilisatoren photochemisch polymeri- 
sieren (s. Beispiel 8). 

Fiir den tJbertmg der Filme auf das Substrat eignet sich die Langmuir-Blodgett-Technik. 
Hierbei spielt es keine RoUe, ob das Substrat senkrechi eingetaucht wird, oder der Film 
durch waagrechtes Abstreifen aufgezogen wird. Als Subphase fur die Filmsubstanzen eignet 
sich idealenveise enrionisienes und mit einer Milliporcanlage gereinigtes Wasser. Aber auch 
Salz- und Pufferl5sungen kommen- je nach eingesetzter Filmsubstanz - in Frage. Der Uber- 
irag findet bei Oberflachenspannungen von 10 bis 50 mN/m statt und bei Temperaturcn zwi- 
schenO^und 50 °C. 

Die Vemetzung der Photopolymere kann bereiis vor dem Filmiibertrag stattfinden. Hierbei 
empfiehlt es sich die Filrasubsianz(en) direkt auf dem Trog rait einer UV-Lampe zu bestrah- 
len. Als Lichtquelle eignet sich prinzipiell jede UV-Lampe. 

Dies gilt auch fiir eine Vemetzung nach dem Filmiibertrag. Die Vemetzung von Peps gelingi 
mil einer Queclcsilbemiederdrucklampe der Leismng 30 Watt in 15 cm Entfemung von der 
Filmsubstanz bei 254 nm. Ubliche Bestrahlungsdauem liegen zwischen 5 Minuien und meh- 
reren Sninden. Je langer besirahlt wird, uraso grofier wird jedoch die Gefahr einer raoglichen 
PhotozersiOrung der Filrae. Falls das zu immobilisierende Biomolekiil oder ein geignetes 
Derivat mit den Filmsubstanzen auf dem LB-Trog cogespreited wird und vor oder nach dem 
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Filmiibenrag die photochemische Venietzung durchgeftihit wird besteht nsiScdich die Ge- 
fahr der Denanirierung der BiomolekiiJe. 

Bei der Vemetzungsreaktion reagieren ungesatrigte Gruppen miteinander. Die photochemi- 
sche Polymerisiening von olefinischen Doppelbindungen kann zum einen als [2]+(2]-Addi- 
rion erfolgen, wodurch bi- oder polyfunkdonelle Monomerbausteine quervemetzt werden. 
Denkbar ist auch eine Radikalkettenpolymerisadon. Diese kann zum Beispiel auch iiber ei- 
nen Initiator gestartet werden, der UV Ucht absorbiert und so die flir die Bildung rcaktiver 
Spezies notwendige Energie liefen [N. S. Allen: "Photoinitiators for Ultraviolett Curing". 
Trends in Polymer Science, VoL 1, No. 7 (1993) 213]. Hierbei haben sich Acryigmppen 
(C=C-C=0) als reaktivste Gruppen fiir eine photochemische Vemetzung mit Photoinitiato- 
rcn erwiesen [N. S. Allen, and M. Edge, J. OU Colour Chem. Assoc. 73 (1990)438]. Diese 
haben zudera den Vorteil nach ihrer Vemetzung noch Biomolekiil bindende Oxogruppen rur 
Verfflgung zu siellen, so dafl eine weitere Aktivienmgsreaktion entfallL 

Falls die Filmsubstanzen hinsichtlich Biomolekiil bindender Funktionen akuviert werden 
miissen, eignet sich die oxidative Spalding von Kohlenstoffdoppelbindungen mit Osmiumie- 
troxid und Natriumpeijodat nach Art der Lemieuxrcaktion. Verbrauchtes Osraiurateiroxid 
wird dabei wahrend der Reaktion vom uberschiissigen Peijodat immer wieder nachgebildet 
Die Literanir [R. Pappo, D. S, Allen, R.U. Lemieux, and W. S. Johnson, J. Org. Chem. 21, 
478 (1956)] beschxeibt das Arbeiien mit einer Losung des Olefins in einem Ether- Wasser- 
Gemisch. FOr die Oxidation der Hlmsubstanz vor dem Ubertrag auf den TrSger kann diese 
Variante direkt iibemommen werden. Soli jedoch der LB-Film (mit olefinischen Gruppen) 
erst nach dem Ubenrag auf das Substrat oxidien werden, so impliziert dies eine anderc Re- 
aktionsfiihrung: Hierfiir wird auf den Einsatz von Ether verzichtet, der die Filmsubsianz 
vom Substrat abl5sen wiirde. Die Oxidation der lerminalen Doppelbindungen kann demge- 



> Fab 



NHCO 



s— s- 




r.... 



PaPhosphai 



y hydxDphobcr Kohlenwassemof£resi 
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mafl nur an der Grenzflache zwischen flussigrr Phase (W;\sser, Osmiumietrox>d and Natii- 
umpeijodat) und fester Phase (festes Substrai und LB-Film als Ciissig krlstalliiier Phase) 
stanfinden. 

Ein Beispiel fiir ein imraobilisierbarcs Biomolekiil stellt die Klasse der Immunglobuline 
dar. Immunglobuline zahlen zu den Eiweiflstoffen und besiizen demgemafi Aminognippen 
enthaltende Bausteine. Diese reagiercn in bekannter Art und Weise mit Aldehydgruppen der 
Filmsubstanzen zu Imingruppen, Eine Reduktion der Imingruppen zu Amingruppen fiihrt zu 
einer zusatzlichen Stabilisierung der Bindung. Noch stabiler sind Amidgruppen, weshalb 
man auch Estergruppen der Filmsubstanzen mit den Aldeydgruppen rcagieren Ml Dies isi 
in der Literatur bereits beschrieben worden [H. Wetall, M. Lynn " immob, enzymes, antibo- 
dies, cells and peptides, preparation and characterisation\ M. Dekkar, Inc., New York, 
(1975) 497], Andeie Biomolekiile lassen sich - sofem sie den EiweiUen angehorcn - analog 
immobilisiercn. Wenn die Biomolekiile mit den Filmsubstanzen cogespreitet werden soUen, 
so miissen sie geeignei substituiert sein. Geignet sind zum Beispiel f^^' -Fragmente des IgG, 
die an ihren Thiogruppen mit einem langerkettigen Kohlenstoffrest substituiert sind, wie 
dies bereits Gaub et aL beschrieben haben [M. Egger, S. P. Heyn, and H. E. Gaub: "Two-di- 
mensional recognition pattern of Upid-anchored f^- fragments", Biophys. J., VoL 57 (1990) 
669]: 



— OH 



■OH + Cl2Si(CH3)2 
OH 



— OH 

-cr^ "CH 



Ein derartig substituiertes Biomolekiilfragment soUte sich auf dem LB-Trog zusammen mit 
einer photochemisch vemetzbaren Substanz cospreiten lassen. Vor oder nach dem Ubertrag 
auf das Substrai wird dann der Film vtmetzt, wodurch das Biomolekiil fuden wird. Der 
Voneil hierbei isu dafi durch die LB-Technik die gewiinschte einheitliche Orientierung aller 
zu imraobilisierender Molekule erreichi wird. was sich in einer eiiiohten Bioaktivitat und ei- 
ner damit einhergehenden ErtiQhung der Empfindlichkeii eines potentieUen Biosensors Su- 
Bert 
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Nach verschiedenen Vemeaungszeiten auf dem LB-Trog wurden Schubflachendiagramme 
angefertigu mit dem Ergebnis, daB zunehraende Vemetzungszeiien erhohte KoUapsdriicke zur 
Folge haben. So liegt der Kollapsdnick nach 87 Minuien Vemetzung bei 45 mN/m (Raum- 
tempeatur). Eine unvemezte Probe hat dagegen einen KoUapsdrack von nur 34 mN/m (Raum- 
temperatur). Mit zunehmender Bestrahlungsdauer ninmit also der Polymerisationsgrad zu. 
Nach eineinhalb Stunden ist der Polymerisationsprozefl noch nicht abgeschlossen. Analoge 
Untersuchungen am Beispiel eines Fettsaurederivats mit terminalen Kohlensioffdoppelbin- 
dungen wurden von Peltonen et al. durchgefOhrt [J. P. K. Peltonen, H. Pingsheng and J. B. 
Rosenholm, Thin Soi. Fi., 2iO/2ii, (1992). 372j. Die entsprechende Vemetzung von auf das 
Substrai iibertragener Hlme, ist ebenfalls mit Erfoig durchgefOhrt worden (s.u.)- 

Beispiel 3 

Oxidation einer Monolage Peps auf Glas: 

Zu 1,6 ml Wasser (Milipore gereinigt) fiigi man 0.9 ^1 Osmiumtetroxid in ten-Butanol (1 
ng/^l) und das Substrat zu und riihrt 5 Minuten. Dann gibt man bei Ratunieraperatur 0.05g 
Natriumperjodat zu und laBt ca 2 Stunden - unter gelegentlichem Schiitteln - nihen, Danach 
wird mit einer Phosphatpufferlosung und Tween-20 (einem Detergens) gespiUL 

Die so preparienen Substrate zeigen eine hohe AfOnitat hinsichtlich nucleophiler Aminogrup- 
pen von Antikorpem, was mit einem enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) iiberpriift 
wurde (s.u.). 

Beispiel 4 

Immobilisiening von Immunglobulin G. Blockierung, EUSA: 

Die Iramobilisierung von IgG erfolgte gemaB dem Fachmann bekannter Vorschriften: 

Die oxidierten Polymerfilme auf Glas werden in eine Losung von 5 ^1 Ziege-anti-Kaninchen 
IgG in 1 ml PBS gestellt und dann ca, eine Stunde darin bei 4** C belassen. 

Nach einem kurzen Spulvorgang mit PBS-Tween*20 werden die nicht abreagierten Aldehyd- 
funktionen durch Ethanolamin blockiert.. indem man die Proben fiir 15 Minuien einer Losung 
von 50 jil Ethanolamin und 1 mi PBS aussetzL 

Nach dreiraaligem Waschen mit PBS-Tween 20 und SpUen erfolgi eine Stunde Inkubation 
mit 5 \il Kaninchen-anti-Pferd IgG-POD-Konjugat in 1 ml PBS, oder beim Blindwert (Kon- 
troUe der unspezifischen Adsorption von IgG) die gleiche Menge Ziege-anii-Meerschwein- 
Chen IgG-POD-Konjugat 

SchiieBUch wird emeut drei Mai gewaschen und gespult, und das Glasstiickchen in eine Ku- 
vette rail Riihrveniefung und Mikroriihrfisch gesteUt, und mit der auf Rauraiemperanir be- 
fmdlichen ELISA-Subsiratpufferlosung (2^ ml) gefiiUt Das Glasstiickchen befuidet sich 
nicht im Lichtgang des UV-Vis- Photometers. Nun gibt man einen MikroUier Wasserstoff- 
peroxid zu und registriert alle 30 Sekunden bei 405 nm die Extinkiion (vorher NuUabgleich), 
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welche mil der Farbsioffentwicklung lunimirL Dip. Steigung oer cxtinktioa^gefaden wird 
dann mit einer Eichmessung vergiichen und su di& Menge uii akii/em im;nobilisienem IgG 
ermittelL 

Wird IgG auf einem Pq)S-Film immobilisiert, der 1 Stunde vemetzt wurde, so erhalt man 
demgemaB eine Belegungsdichte von 0,09 ng/mm^. Die unspezifische Adsorpdon, welche mic 
einem Blindandkorper getestet wurde betr^gt ca. 10 %. Ein Peps-Film, auf dem keine Alde- 
hydgruppen generiert wurden, zeigt demgegeniiber eine deutlich geringere AndkorperafGni- 
tat Es ergeben sich Belegungsdichten, die im Bereich der unspezifischen Adsorption liegen. 



Beispiel 5 

Abhangigkeii der akriven Antikorperbelegungsdichten von der Bestrahlungsdauer der Pcps- 
Filme: 

Wenn man 10 Monolagen Peps auf hydrophobisiertem Glas unierschiedlich lange bestrahli, 
und darauf Andkorper (Ziege-and-Kaninchen IgG) imraobiiisiea erhSlt man unierschiedliche 
EUSA-Geradensteigungen der Posirivkontrollen (Kaninchen-anti-Pferd IgG-POD-Konjugai). 
Dies zeigt folgende Abbildung: 




Berechnet man mit Hilfe der Eichmessung die daraus die aktiven Belegungsdichien, so erhat 
man die Abhangigkeit von der Bestrahlungsdauer. 

Je langer bestrahlt wird, umso weniger Doppelbindungen verbleiben fiir die Generierung von 
Andkorper bindenden Aldehydfunkrionen. Ware dies der einzige Effekt, so muBte eine zuneh- 
mende Belichnmgszeit eine abnehmende Belegungsdichte zur Folge haben. Also raufl noch 
ein zweiier Effekt beriicksichdgt werden. Die Hohe des von der Lange der Lichteinwirkung 
abhangigen Vemetzungsgrads bedingt die Siabilital des Films. Je langer also bestrahlt wurde, 
umso weniger Andkorper geht verloren, wenn sich nach der Imraobilisierung (z. B. in den 
Waschschritten) Teile der Filmsubstanz mil darauf befindlichem IgG von der Glasoberflache 
abl5sen. 

Die Gegeniaufigkeit dieser Effekte erkliirt das Maximum der Belegungsdichte. 
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Peispiel 6 
Stabilitat der Andk5rperfilme auf Peps: 

Um die Haltbaiiceit der immobilisierten Aniikorper zu testen, wurden akdviene hydrophobi- 
sierte Glasstiickchen mil 10 LB-Monoiagen Peps m (25 mN/m) beschichteu 55 Minuten bei 
254 nm vemetzt, dann mit Osmiurateiroxid / Peijodat oxidiert, schlieBlich Ziege-and-Kanin- 
chen IgG immobilisiert und - nach der Blockieningsreaktion -in PhospbatpuffersalzI5sung 
eingefrorcn. Nach verschiedenen Lagerzeiten wurden per EUSA-Test die aktiven Belegungs- 
dichten besdmmt: 



O 

E 

> 

C 

c 



0.16 
0,14 
0,12 
OJ 
0,08 
0,06 
0,04 
0,02 
0 



0 



10 



12 



14 



Zeit [Tagen] 



Die Akdvitat der Antik5rperfilrae bleibt also fiir eine Dauer von zwei Wochen konstant. Die 
Filme sind offensichtlich durch die photochemische Vemetzung ausreichend stabilisiert wor- 
den. Eine Untersuchung der Stabililiit an Luft ergibi dagegen einen drastischen Aktivitiitsver- 
lust innerhalb weniger Tage, da die Antikorper an Luft denaniriert werden. 



Beispiel 8 

Vemeizung einer Monolage Peps / Copolyglutamat: 

Durch Arbeiten bei deferen Temperaturen (15 °C: Anschlufl eines Kryosiaten an den LB- 
Trog) konnte der KoUapsdruck des Copolyglutamats aus Beispiel 7 auf 30 mN/m erhoht wer- 
den . Femer bewirkie der Zusatz von 15 Masseprozent Peps einen weiteren Anstieg auf insge- 
samt 33 raN/m . Dies ermogliehte den emeuien Versuch einer Vemetzung bei nunmehr 28 
mN/m auszufiihren. In der Tat wurden Ergebnisse wie bei Beispiel 2 beobachtet, d.h. die 
Filmflache nahra wahrend der Bestrahlung kondnuierlich ab, und der KoUapsdruck entspre- 
chend zu. Demgemiifl gelang die photochemische Vemetzung. Ein Grund dafiir ist einerseits 
die durch die erhohte Oberflachenspannung bewirkte Annahenmg der olefinischen Doppel- 
bindungen, wodurch sie eher vemetzbar werden. Andererseits wirkt Peps als Sensibilisator, d. 
h. es dient zur Aufnahrae des UV-Uchis, welches es dann auf das Copolyglutamat uberu-iigt. 
Selbstverstandlich konnen auch andere Sensibilisaioren hunzugegeben werden. 
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Der relativ geringe Beitrag der Vcmstcung des Antdls an Peps dUrte innerha}b der Fehler- 
grenzen vemachlassigbar sein, so dafl oie res^striene Flachen-VunahtiiC und Oberflachenspan- 
nungszunahme in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdauer auf eine photochemische Reaktion 
des Copolyglutamats zunickzufuhren isL 

Beispiel 9 

GemaB der Beispiele 1-5 l^t sich also ein Beispiel fiir ein mogliches Immobilisieningskon- 
zept wie folgt entwickeln: 
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Si— OH 



a'^ ^CHj RT, lOmin' \f~^ 'CH, 



Oder 




I I • 
Si—O— Si CH3 



CI 



Si— OH 
I 



2 .) Beschichtung des hydrophobisierten GlasstUckchens mil einem 
LB-Film 



3.) Pardelles "Anvemetzen" der am Film-MolekUl befindlichen -terminalen- 
olefinischen Doppelbindungen mit UV - Lichi ( 254 nm ) 



4.) Oxidation von bisher unvemetzten Doppelbindungen zu Aidehydfunktionen: 




NaI04/Os04 
n-Dioxan/H-,0 




= GlasoberQache 



= Hydrophob. Schicht 



9 



=LB-Filmgeriist ohne 
KohlenstofOcecte 
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5.) Immobilisiening von Ziegc-anu-Kinincnen IgG* 



PBS 




|(|)- — .^^^^CHO H2N- 



pH 



b7> 




6.) Waschschritt: Entfemung von nicht unmobilisienem IgG 



7.) Blockierung nicht abreagierter Aldehydfiinktionen: 
(Umwandlung in Iminfunktionen durch Ethanolamin) 




PBS 



> 



|(j)x-v^'-s-^CHO + HjN-CHaCHz-OH 




=N- CHjOij-OH 



8.) EUSA: 

a) Posidvkontrolle: 



-< 
-< 



PBS 
Th" 



Wascb. 



schiitt 



Kaninchen-anti-Pferd IgG-POD-Konjugat 
( * = Peroxidase ) 



4 

-< 



auf LB -Peps-Film immobilisienes 
Ziege-anti-Kaninchen IgG 



b) Negativkonirolle (Blindwert): 



4H2O2/ABTS 



analog 



griiner Farbsioff 
405nm, Photometric 



mil Ziege-anti-Meerschweinchen IgG POD-Konjugai 



rV 
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Paten tanspriiche 

1. Verfahren zur Immobilisiening von Biomolekiilen auf oder in photochemisch vemetzba- 
ren nicht amphiphUen Langmuir-Blodgett-Filmen, dadurch gekennzeichnei, dafl als Ma- 
trix eine nicht-amphiphile zwei- oder dreidimensional vemetzbare Substanz mit Hilfe der 
Langmuir- Blodgett-Technikeingesetzt wird um Rezeptor- oder Biomolekiik an oder in 
diese Schicht zu binden, 

X Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnei, daB die Matrix vemetzbar, bevor- 
zugt photochemisch vemetzbar ist 

3. Verfahren nach Anspmch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daS die MahxmolekQle fisnk- 
tioneUe Gnippen an Seitengnippen besitzen, um Rezeptor- oder Biomolekiile zu binden, 
wie zJB. Carbonyl-, Thionyl-, Imingruppen, C-C-Dreifachbindungen, bevorzugi jedoch C- 
C-Doppelbindungen. 

4. Verfahren nach Anspmch 1, 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix mit Hilfe 
der Langmuir-Blodgett-Technik auf das Substrat aufgebracht wird und anschlieBend Re- 
zeptorr Oder Biomolekule kovalent immoblisien werden. 

5. Verfahren nach Anspmch 1^, und 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix mit Hilfe 
der Langmuir-Blodgett-Technik auf das Substrat aufgebracht wird, die Rezeptor- oder Bi- 
omolekule jedoch zuvor mil der Matrixsubstanz cogespreitet wurden, 

6. Verfahren nach Anspmch 1,2, 3 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix mit Hilfe 
der Langmuir-Blodgett-Technik auf das Substrat aufgebracht wird, die Rezeptor- oder Bi- 
omolekiile jedoch so chemisch modifiziert wurden, daB sich ein an die Rezeptor- oder Bi- 
omolekiile angefiigter weiterer Molekiilieil derart in die Matrixsubstanz einlagen, dafl die 
Rezeptor- oder Biomolekiile mit ihren bindungsfahigen Grappen aus der Matrixsubstanz 
herausragen und zwar derart, daB sie ihre Aktivitat noch besiizen, 

7. Verfahren nach Anspmch 1,2, 3 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix aus meh- 
reren unterschiedlichen nicht-amphiphilen Substanzen oder einer Mischung aus amphiphi- 
len und nicht-amphiphilen Substanzen besteht 

8. Verfahren nach Anspmch 1, 2, 3, 4. 5, 6 und 7. dadurch gekennzeichnet, daB die funktio- 
nellen Grappen der MatrixmolekiUe durch eine Lemieux-Reaktion auf dem Substrat zu 
Aldehydgmppen oxidiert werden, jedoch kein organisches Losungsminel zugesetzt wird 

9. Verfahren nach Anspmch 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8 dadurch gekennzeichnet, daB Rezeptor- 
oder Biomolekiile unterschiedlicher Bindungsspezifitat in oder an ein und deraselben Film 
gebunden sein konnen. 
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VerofTcndichungen dicser Kateeonc in VerhindunB gehracht wird und 
diese Verbindung fiir cincn Facnmann nahdiegcna ist 

'&* Vcrbrfendichung, die Mitglicd dcrselbcn Patcntfamilie ist 
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